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Biologia. — Ricerche sulla  A T Pasi N a+— K+ dipendente nella onto­
genesi. -  II .Ricerche nello sviluppo embrionale del telencefalo d i p o llo -  
Correlazioni morfologiche ed elettroencefalografiche^. Nota di G u id o  
P a l la d in i ,  A m ico B ignam i, G io r g io  V e n tu r in i,  F r a n c a  M acca-  
g n a n i e S i lv ia  C o r r e r , presentata dal Corrisp. A . S t e f a n e l l i .

Summary. — The activity of Na+— K+—dependent ATPase rapidly increases in the 
telencephalon of the chicken from the 17th day of prenatal life to hatching. Morphologic 
and EEG events in periods of rapid increase of enzymatic activity are discussed.

Si ritiene attualm ente che una A T Pasi sodio-potassio dipendente, m a­
gnesio a ttiv a ta  (NaKA), identificata per la prim a volta da Skou [1] 1957 
nei nervi degli arti di Carcinus moenas, costituisca la base enzim atica per il 
trasporto  attivo del sodio e del potassio attraverso le m em brane cellulari 
(Skou [2] 1965). L ’attiv ità  della N aK A  è assai elevata nel cervello (Bonting [3] 
1964), dove la cosidetta « pom pa » del sodio e del potassio m antiene attraverso 
le m em brane cellulari quelle differenze di concentrazione ionica e di poten­
ziale che sono indispensabili per la funzione nervosa (W oodbury [4] 1961).

In  una N ota precedente (Palladini e coll. [5] 1965) è stato illustrato l’anda­
m ento dell’attiv ità  della N aK A  nel telencefalo di uccelli a prole atta  ed inetta 
(pollo-piccione), dalla nascita fino all’età adulta.

Negli anim ali a prole a tta  l’a ttiv ità  della N aK A  per unità di peso secco 
e alla nascita la stessa di quella dell’adulto, con una accentuazione tra  il 70 
ed il 30° giorno di vita (circa +  21%  dell’attiv ità dell’adulto al 130 giorno).

N ell’anim ale a prole inetta invece, l’attiv ità  della N aKA, estrem am ente 
bassa al 30 dì, raggiunge solo al 160 giorno valori pari a 1/2 di quelli dell’adulto. 
D ati com parabili a quanto osservato nel piccione sono stati riportati nel ratto, 
m am m ifero a prole inetta (Samson e coll. [6] 1964).

Nella presente N ota riferiam o sull’andam ento dell’attiv ità  della N aK A  
durante lo sviluppo em brionale del pollo dal X giorno di incubazione fino 
alla schiusa. Farem o inoltre alcune considerazioni sui rapporti tra  lo sviluppo 
dell’a ttiv ità  della N aK A  e la m aturazione, p re -  e post-natale , morfologica 
ed elettroencefalografica (EEG ) del telencefalo di pollo. Queste considerazioni 
sono suggerite dai dati della le ttera tu ra e dalle prim e osservazioni di uno studio 
in corso nell’is titu to ; di A natom ia C om parata dell’U niversità di Roma.

L a ricerca biochim ica neil’em brione del pollo è stata  eseguita su uova 
di razza Livornese bianca, incubate artificialm ente in condizioni standard . (*) (**)

(*) Ricerca eseguita nellTstituto di Anatomia Comparata « G. B. Grassi » e nel Centro 
di Neuroembriologia del C.N.R. delPUniversità di Roma, con il contributo del Gruppo di 
Embriologia del C.N.R.

(**) Nella seduta del 14 maggio 1966.
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I telencefali, prelevati ed isolati dal resto del nevrasse subito dopo la morte, 
sono stati, a gruppi più o meno numerosi a seconda dell’età (cfr. T abella I) 
om ogenati a o° in potter di vetro con acqua distillata, liofilizzati e m ante­
nuti a — ii° .  L a determ inazione dell’attiv ità N aK A  è stata  eseguita secondo 
il m etodo di Bonting e coll. [7] 1961, con le accortezze di cui alla nostra 
N ota precedente (Palladini e coll. [5] 1965). Come per la nota precedente, 
è stato utilizzato un A T P  fornito dalla industria chimica BDH, ed abbiam o 
avuto cura di utilizzare anche in questo caso per tu tta  la du ra ta  dell’esperienza, 
sem pre lo stesso lotto di produzione. L ’attiv ità  enzim atica è stata  espressa 
in m M  di PO4/g di peso secco/ora di incubazione a 370. Le determ inazioni 
sono state eseguite sem pre contem poraneam ente in doppio ed ogni punto 
del grafico rappresenta la m edia delle due determ inazioni; alcuni pools sono 
stati determ inati, sem pre in duplex, più di una volta.

T a b e l l a  I.

Giorni 
di incubazione

Pool
di

N°
degli embrioni

N° determinaz. 
(in doppio)

I O 5 I O 2

1 7 3 6 2

1 9 3 9 5
21 2 6 3

Lo studio EEG  è stato com piuto su polli di età variabile da o a 20 giorni 
dopq la schiusa. Sono stati applicati sulla calotta, m ediante cemento a presa 
rap ida (F orm atray  R) 5 elettrodi ad ago: 1 elettrodo m ediano indifferente sulla 
cera nasale; due elettrodi anteriori frontali e due posteriori parietali (per la 
disposizione degli elettrodi e le derivazioni usate vedi fig. 2 nel testo).

Lo studio morfologico è stato condotto su encefali di pollo di età compresa 
fra il X giorno di incubazione fino all’età adulta. Gli encefali sono stati fissati 
con il liquido di Bouin, inclusi in paraffina e tagliati in serie. Sezioni rapp re­
sentative sono state colorate con l’ematossilina—eosina e con il m etodo di 
Nissl alla tionina. Sezioni al congelatore di m ateriale fissato in form alina 
b rom urata  sono state im pregnate con il metodo di Cajal al cloruro d ’oro per 
gli astrociti e di del Rio H ortega al carbonato forte per la m icroglia e l’oli- 
godendroglia.

.Ricerca biochimica. -  Le osservazioni fatte dim ostrano chiaram ente che 
l’attiv ità  N aK A , quasi assente al X d  d ’incubazione, va gradatam ente ele­
vandosi, raggiungendo un massimo, che corrisponde poi a quello del telen- 
cefalo adulto, in corrispondenza della schiusa (cfr. fig. 1 nel testo).
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Osservazioni EEG. ~ A l X II I  d  d ’incubazione i lobi cerebrali del pollo 
iniziano a m anifestare una a ttiv ità  elettrica spontanea. F ra  il X V II d e  la 
schiusa, in un periodo di rapido increm ento della N aKA, l’am piezza delle 
a ttiv ità  bioelettriche diventa notevolm ente più grande (Peters e coll. [8] i960). 
A lla nascita l’a ttiv ità  EEG  del pulcino è caratterizzata dalla presenza di 
attiv ità  lente 4/6 c/s abbastanza regolari; nel pollo adulto (K ey e M arley [9] 
1962) sono invece predom inanti a ttiv ità  di frequenza rapida. Le attiv ità 
rapide caratteristiche dell’adulto sono scarsam ente rappresentate nel neonato;

Fig. 1. -  Andamento dell’attività enzimatica dell’ATPasi Na—K dipend. nel tei ence­
falo di embrione di pollo.

In ascisse l’età in giorni (la freccia indica la schiusa), in ordinate l’attività espressa in mM P 04/g peso secco/h a 370. 
Per completezza sono riportati i dati dopo la schiusa ricavati dalla precedente esperienza. Per spiegazione vedi testo.

esse aum entano con l’evoluzione dei giorni successivi. A l io 0 d  esse sono 
già abbondanti, sia pure con una certa variabilità individuale e nel corso 
della registrazione; al 20° d  d iventano decisamente dom inanti tan to  che non 
è più distinguibile una frequenza di base inferiore. In  questo periodo, tra  
il io 0 ed il 20° dd  di vita si ha un notevole incremento dell’attiv ità  N aK A  
(Palladini e coll. [5] 1965).

In  questa breve N ota riferirem o solo alcune delle osservazioni prelim inari 
sulla m aturazione morfologica del telencefalo di pollo in rapporto  allo sviluppo 
dell’a ttiv ità  enzim atica.

A  X d  d incubazione, quando l’a ttiv ità  N aK A  è ancora assai bassa, sono 
ancora m al riconoscibili le parti in cui si divide il telencefalo di pollo (Tav. I,

A). Nei preparati colorati con il metodo di Nissl le cellule nervose hanno 
scarso citoplasm a basofilo e spesso sono mal riconoscibili dagli elementi gliali 
(Tav. I, fig. B). L a m atrice sottoependim aria è ancora ben riconoscibile e 
presenta num erose mitosi.

A  X II d  d ’incubazione, nel periodo di rapido increm ento dell’attiv ità 
N aK A , sono ben riconoscibili le parti in cui si suddivide il corpo striato 
del pollo (Tav. I, fig. C). L a m atrice subependim aria è notevolm ente ridotta 
di spessore qon scarse mitosi. Nei preparati colorati con il m etodo di Nissl 
le cellule nervose sono facilm ente riconoscibili dagli elementi gliali, con zolle 
tigroidi ben sviluppate (Tav. I, fig. D). È frequente il reperto di cellule 
gliali con nucleo piuttosto piccolo e ricco di crom atina, circondato da un



Fi£. 2. -  Reperti EEG su giovani polli. Il tratto verticale =  50 mV. C.t. 0,3 see.
A -  Pollo alla schiusa. Attività di frequenza prevalente a 4 c/s, voltaggio 25-50 mV, lievemente asimmetrico, con pre­
valenza Sn su Dx. Tale reperto si mantiene a lungo nel corso della registrazione: rare e lievi modificazioni indotte dalla com­
parsa di scarse attività rapide. L’asterisco marca gli artefatti da membrana nittitante (Paulson [20] 1964). B -  Pollo di 
20 dd d i vita. Attività rapide rilevabili diffusamente: frequenza determinabile 18-25 c/s. Il voltaggio è maggiore nelle deriva­

zioni a grande distanza interelettrodica. L’asterisco marca gli artefatti da membrana nittitante.
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sottile alone di citoplasm a chiaram ente basofìlo. Alcuni di questi elementi 
sono addossati alla parete di capillari sanguigni.

A  X IX  d  d ’incubazione, quando l’attiv ità della N aK A  ha quasi raggiunto 
i valori dell’adulto (per un ità  di peso secco), l’aspetto morfologico degli 
elementi gliali è molto simile a quello del pollo m aturo, pur esistendo una 
differenza che riteniam o im portante. Le cellule nervose satellitate, e precisa- 
m en te  i neuroni a diretto contatto con un nucleo gliale, sono meno num erosi 
che nell’adulto. I nuclei della glia satellite, inoltre, hanno forme più irregolari 
e dimensioni generalm ente maggiori che nell’adulto. Reperti simili si osser­
vano i giorno dopo la schiusa. In  una ricerca condotta su sezioni di telen- 
cefalo di pollo neonato dello spessore di 7 m icron e colorate con il m etodo 
di Nissl, abbiam o contato in m edia io  neuroni satellitati su 100, contro 20 
su 100 dell’adulto. A  7 giorni di vita, quando ha inizio l’increm ento dell’a tti­
vità della N aK A  che raggiungerà il suo massimo al 13° d  (Palladini e 
V enturini [5] 1965) il num ero dei neuroni satellitati è pressoché eguale a 
quello dell’adulto; sono inoltre più num erosi i satelliti che, come nel pollo 
m aturo, hanno nucleo piccolo e rotondo con crom atina disposta a blocchetti. 
Con i m etodi argentici (carbonato forte del Rio H ortega) non ci è stato possi­
bile im pregnare i satelliti prim a dello 110 d; l’im pregnazione inoltre non era 
soddisfacente come nelPadulto (cfr. Tav. II).

Queste osservazioni prelim inari sem brano dim ostrare l’esistenza di stretti 
rapporti tra  l’andam ento dell’attiv ità  della N aKA, la m aturazione morfologica 
e quella EEG  nello sviluppo del telencefalo di pollo. A periodi di rapido 
aum ento dell’a ttiv ità  enzim atica sem brano infatti corrispondere periodi critici 
nella m aturazione morfologica ed EEG.

Vogliamo qui sottolineare i rapporti che sem brano esistere fra increm ento 
della a ttiv ità  N aK A  e m aturazione gliale. N ell’encefalo adulto le cellule ner­
vose sono com pletam ente isolate dai processi gliali, eccetto dove esistono 
contatti sinaptici (Peters e Palay  [io] 1965). Nel cervello im m aturo, invece 
i neuroni sono a diretto contatto fra di loro e con i capillari, senza interposi­
zione di m em brane gliali (Pappas e P urpura [ l i ]  1964). Si può supporre 
in via ipotetica che i periodi di m aggiore aum ento dell’attiv ità  N aK A  corri­
spondano allo sviluppo delle m em brane gliali, con formazione dei rapporti 
glio-vascolari e glio-néuronali. In  m ancanza di un m etodo istochimico 
adatto  ad evidenziare la fine localizzazione della N aK A  (Bonting e coll. [12] 
1962; N ovikqff e coll. [13] 1961; Palladini e coll. [14] 1965) l’evidenza di 
una forte attiv ità  di questo enzim a nelle cellule gliali non può essere che 
indiretta. Si è già detto dei rapporti che sem brano esistere fra increm ento 
dell’a ttiv ità  della N aK A  e m aturazione glia-le durante lo sviluppo del pollo. In  
precedenti ricerche sull’inibizione in vivo della N aK A  m ediante iniezione intra- 
cranica di opabaina in diversi vertebrati (M ammiferi, Uccelli, Rettili, Anfibi) 
abbiam o osservato un cospicuo rigonfiamento della glia (Bignami e Palla­
dini [15] 1965; Palladini e coll. [16] 1965). Reperti analoghi sono stati ottenuti 
con questo glucoside nell’encefalo di rana sopravvivente (Zadunaisky e coll. [17] 
1963) ed in colture di gangli spinali di pollo (Stefanelli e coll. [18] 1965).
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L ’esistenza di una forte attiv ità  della N aK A  nelle cellule gliali potrebbe 
corrispondere a due requisiti funzionali:

in prim o luogo lo spazio intercellulare nella sostanza grigia è assai 
ristretto, per cui il passaggio d ’acqua e ioni dal capillare alla cellula nervosa 
avverrebbe, attivam ente, attraverso le m em brane gliali;

in secondo luogo le cellule gliali ed in particolare i satelliti avrebbero 
la funzione di m antenere la stabilità del milieu interieur del neurone,* 
rappresentato  dallo spazio intercellulare perineuronale. Come si è detto, questo 
spazio è m olto piccolo, m a è pur sufficiente perché avvengano gli scambi 
jonici che sono alla base dell’attiv ità  nervosa.

Secondo vedute recenti una funzione della glia sarebbe quella (W endell- 
Sm ith e B lunt [19] 1965) di allontanare il potassio che fuoriesce dai neuroni 
duran te il potenziale di azione, im pedendo così una continua depolarizzazione 
e la diffusione fra aree sinaptiche confinanti e lungo la m em brana assonale.
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S P IE G A Z IO N E  D E L L E  TA V O LE I - I I  

T a v o l a  I.

A -  Sezione trasversa del telencefalo di pollo a io ^  di incubazione. Em/eos.
B -  Corpo striato di pollo a io d  di incubazione. Nissl X 300.
C -  Sezione trasversa del telencefalo di pollo a 17 dd  di incubazione (ingrandimento legger­

mente inferiore alla foto A), isa =  iperstriato accessorio; is =  iperstriato; ns '=  neo­
striato.

D -  corpo striato di pollo a 17 dd  di incubazione. Ben riconoscibili le cellule gliali. Nissl X 
X 300.

T a v o l a  IL

A -  Satellite perineuronale nel corpo striato del pollo a 11 giorni dopo la chiusa. Impre­
gnazione argentica see. del Rio Hortega per la microglia e l’oligodendroglia. X 600.

B -  Satellite perineuronale nel corpo striato del pollo adulto. Impregnazione argentica see. 
del Rio Hortega. X 600.

C -  Satellite perineuronale nel corpo striato del pollo neonato. Nissl X 800.
D -  Satellite perineuronale nel corpo striato del pollo adulto. Nissl X 800.


